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Verfahren und Vomchtung zur Herstellung eines autologen Immunisierungsimpf- 
stoffes gegen Krebserkrankungen (Tumorvakzine) 

Gegenstand der Erfindung sind ein Verfahren zur Herstellung eir.es immunstimulie- 
renden Praparates. photodynamische Verbindungen sowie die Verwendung dieser 
Verbindungen. 

Um maligna Erkrankungen. insbesondere Krebs verschiedener Genese zu behandeln, 
wurde schon vorgeschlagen. Impfstoffe gegen Krebszellen einzusetzen. Die hier 
erzieiten Erfolge waren bisher jedoch noch nicht iiberzeugend. 
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Stand der Technik 

Die extrakorporale Photopherese wird zur immunmoduiation bei Erkrankungen des 
Weifizellensystems (Autoimmunerkrankungen und cutaner T-Zell-Lymphom (CTCD) 
mit Erfolg eingesetzt. Bei der extrakorporalen Photopherese handelt sich um eine 
Art der Phototherapie, bei der durch das Zentrifugieren des dem Patienten entnom- 
menen Blutes leukozytenangereicherte Plasmafraktion entsteht, welche nach der 
Zugabe des photoaktiven Psoralens (Fumarinderivat) mit UVA-Licht (320- 400 nm) 
bestrahit, und anschlielJend dem Patientenkreislauf wieder zugefuhrt wird. Das 
Prinzip der Behandlung basiert darauf, dass sich das unter normalen Bedingungen 
inerte Psoralen nach Absorption von Photonen an die Basen der Doppeistrang-DNA 
kovalent bindet und somit die DNA-Replikation verhindert, was zur Schadigung und 
Zerstorung der Zellen (Apoptose) fuhrt. Nach Zufuhrung dieser Zellen in den 
Blutkreislauf des Patienten sterben diese Zellen innerhalb von ca. zwei Wochen, 
was zu einer autologen Immunantwort des Organismus, die sich gegen die Zellen 
dieser Art richtet, fuhrt. Da bei Autoimmunerkrankungen bzw. bei dem CCTL vor 
allem die Zellen eines Klones uberdurchschnittlich zahlreich im Blut auftreten, richtet 
sich die massive Immunantwort vor allem gegen diese Zellen. Ein entsprechendes 
Photophoresesystem wird belspielsweise unter dem Handelsnamen UVAR XTS 
System durch die Firma Therakos vertrieben. Derartige Photophoresesysteme sind 
jedoch ausschlielSlich zur Behandlung von entarteten Leukozytenfraktionen geeignet. 

Aufgabenstellung 

Aufgabe der Erfindung war es, ein Verfahren zur Herstellung eines immunstimulieren- 
den Praparates bereitzustellen, mit dem verschiedene Arten von malignen 
Erkrankungen behandelt werden konnen. AulSerdem war es Aufgabe der Erfindung, 
ein Verfahren bereitzustellen, mit dem ein Praparat fur jeden Patienten maSge- 
schneidert hergestellt werden kann. Eine weitere Aufgabe der Erfindung war es, 
Verbindungen bereitzustellen, mit denen derartige immunsttmulierende Praparate 
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behandelt werden konnen und die Verwendung von derartigen Verbindungen zur 
Behandlung von malignen Zustanden, insbesondere Krebs. 

Es soli ein Verfahren und eine Vorrichtung entwickelt werden, mittels derer es 
gelingt, vitale, aus dem Korper des Menschen oder des Tieres gewonnene Tumor- 
zellen derart zu modifizieren, dass sie, inaktiviert, jedoch das Immunsystem des 
Lebewesens stimulierend, im Rahmen einer einfachen oder Mehrfach-lmpf ung dem 
lebenden Organismus wieder zugefuhrt werden konnen. 

Erfindungsgemafie Losung ( 

Die genannten Aufgaben werden gelost mit den in den Anspruchen angegebenen 
Verfahren, Verbindungen und Verwendungen. 

GemaS einem ersten Aspekt wird ein Verfahren zur Herstellung eines immun- 
stimulierenden Praparates bereitgestellt, bei dem man maligne Zellen mit einer 
photodynamischen Verbindung, diedurch Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange 
im Spektralbereich von 300 nm bis 3 jum aktiviert werden kann, versetzt und 
anschlieSend dieerhaltene Mischung mit Licht einer Wellenlange im Spektralbereich 
zwischen 300 nm und 3 jjm bestrahlt. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass es mit dem erfindungsgemaBen ^ 
Verfahren moglich ist, dem Patienten vorher entnommene Tumorzellen ex vivo so 
zu behandein, dass sie ihre Tumorigenitat veriieren, ihre immunstimulierenden 
Eigenschaften aber behalten. Mitden erfindungsgemal^ hergestellten Praparaten ist 
es daher moglich, Immunreaktionen auszulosen, die gegen die Tumorzellen gerichtet 
sind, ohne dem Korper durch Injektion von sich vermehrenden Tumorzellen Schaden 
zuzufiigen. Dies wird erreicht, indem die Zellen so behandelt werden, dass sie nach 
einer vorbestimmten Zeit absterben. 



BNSDCX^lD: <WO ^01 43772A2J_> 



wo 01/43772 PCT/DEOO/04608 

. 4 - 



Hierzu werden erfindungsgemaB photodynamische Verbindungen verwendet, die 
durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Weilenlange aktivierbar sind. 
"Aktivierung" bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die photodynamische 
Verbindung, wenn sie mit Licht in der entsprechenden Weilenlange bestrahit wird, 
inderUmgebung vorhandenen Sauerstoff in Singulett-Sauerstoff umwandein kann, 
derdann sehr reaktivistund die Umgebung angreift. Beider vorliegenden Erfindung 
wird die photodynamische Verbindung mit malignen Zelien in Kontakt gebracht und 
dann mit Licht der richtigen Weilenlange bestrahit. Dadurch kommt es zu eiher 
gezielten Schadigung der malignen Zelien in solcher Weise, dass diese nach 
vorbestimmter Zeit absterben, d.h. die Apoptose eintritt. 

Um diese Wirkung zu erzielen, muss die erfindungsgemSR eingesetzte photodynami- 
sche Verbindung zwei Eigenschaften erfullen: 

1 ) sie muss durch Licht einer Weilenlange im beanspruchten Bereich aktivierbar 
sein und 

2) sie muss so aufgebaut sein, dass sie an Zellstrukturen, wie Zellmembran, 
Zellkernmembran, Mitochondrienmembran anhaftet oder bindet. 

Bevorzugt weist die photodynamische Verbindung dazu lipophile Bereiche auf . Als 
geeignet haben sich Verbindungen aus der Gruppe Porphyrine, Phthalocyanine, 
Chlorine, Hamatoporphyrin, Benzoporphyrin, Aminolavulinsaure sowie deren 
Derivate erwiesen. Diese Verbindungen, die uberwiegend makrocyclische Geruste 
aufweisen, sind ausreichend lipophil, so dass sie von den Zelien aufgenommen und 
angereichert werden konnen. 

Als Derivate der genannten Verbindungen kommen insbesondere solche in Betracht, 
die Substituenten aufweisen, die fur eine verbesserte Bindung an Zellmembranen 
Oder andere Zellstrukturen geeignet sind. Bevorzugt werden Derivate verwendet, 
die funktionelle Gruppen aufweisen, die mit Zellmembranen bindefahig sind Oder zu 
diesen eine Affinitat haben. Inbetracht kommen beispielsweise lipohpile Gruppen. 
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Besonders bevorzugt werden ats photodynamische Verbindungen Aminolavulin- 
saure, Hamatoporphyrinderivate (HpD, DHE), Benzoporphyrinderivate (BpD), Photo- 
Chlorin (ATX-S10) oder Phthalocyaninderivate verwendet. 

Es hat sich nun uberraschenderweise gezeigt, dass bestimmte photoaktive Sub- 
stanzen wie beispieisweise 5-ALA (Aminolavolinsaure), Hamatoporphyrinderivate 
(HpD. DHE), Benzoporphyrinderivate (BpD), Photo-Chiorin (ATX-S10) oder auch 
Phtalocyaninderivate in der Lage sind, sich sowohl extra- wie auch intrazellular an 
sensible Zellstrukturen, wie Zeilnnembran, Zellkernmembran, Mitochondrienmembran 
anzulagern und nachBestrahlung nnitgeeigneten Lichtwelienlangen Spektralbereich 
von 300 nm bis 3 im selektiv die Zellstrukturen. an denen sie sich vorzugsweise 
angelagert haben. nachhaitig zu schSdigen, so dass nach einer durch die ver- 
abreichte Dosis vorher bestimmbaren Zeit eine Apoptose (Zelltod) eintritt. 

Es hat sich nun weiterhin uberraschenderweise gezeigt. dass in der praapoptoti- 
schen Phase derartige behandelte Zelien kein tumorgenes Potential mehr haben, 
andererseits jedoch Qber Verabreichung einer erhohten Konzentration derartiger 
Zellen das Immunsystem des Organismus aktiviert wird und nunmehr derartige 
Zellen sowohl die praapoptotischen - spSter apoptotischen - Zellen zerstort wie 
auch noch die weiterhin im Blut bzw. in Korperflussigkeiten vorhandenen aktiven. 
morphogenetisch identischen Tumorzellen eliminiert. 

Urn das erfindungsgemalSe immunstimulierende Praparat herzustellen. werden 
maligne Zellen aus einem Patienten gewonnen. Hierzu konnen je nach Art der 
malignen Entartung Zellen aus Korperflussigkeiten isoliert werden oder, bei 
Vorliegen von soliden Tumoren, Gewebeproben entnommen werden. Urn die 
malignen Zellen aus Korperflussigkeiten zu Isolieren, konnen an sich bekannte 
Vorrichtungen eingesetzt werden. Geeignet ist z.B. ein Zellsorter. 
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In einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel werden den nach medizinischer Frage- 
stellung in Betracht kommenden Korperflussigkeiten (Blut, Lymphe, etc.) durch 
einen Zellsorter nach dem Stand der Technik Tumorzellen entnommen. Die angerei- 
cherte Suspension der Tumorzelien wird sodann mit einer vorher bestimmten Dosis 
eines bevorzugten photochemischen Reaktanden, z. B. 5-Aminolavolinsaure oder 
Photo-Chlorin, versetzt und mit einer Wellenlange bestrahit, die eine moglichst hohe 
Apoptoserate erzielt. In einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der 5-Amino- 
lavolinsaure ist dies die Wellenlange von ca. 510 bis 540 nm, die beispielsweise 
durch einen Argon-lonen-Laser oder einem frequenzvervielfachten Neodym-YAG- 
Laser erzeugt werden kann. 

Die derartig bestrahlte Zellsuspension wird sodann dem erkrankten Organismus 
wieder zugefuhrt, um eine Autoimmunreaktion zu provozieren. 

ErfindungsgemaB ist jedoch auch die Entnahme einer Zell-Probe aus dem soliden 
Tumor anstelle der Anwendung von korperflussigkeitsgangigen Einzelzellen. 

Zur Herstellung des erfindungsgemaBen immunstimulierenden Praparates werden 
maligne Zellen mit einer solchen Menge an photodynamischer Verbindung 
behandelt, dass sie innerhalb eines vorbestimmten Zeitraumes absterben. Die noch 
lebensfahig entnommenen Zellen sollten nach der Behandlung nicht mehr als 
maximal 5 Tage uberleben, bevorzugt soilte die Apoptose in kurzerer Zeit, z.B. 
innerhalb von bis zu 3 Tagen oder weniger auftreten. In einzelnen Fallen konnen 
jedoch auch langere Zeitraume inbetracht kommen, abhangig von der Art der 
Erkrankung. 

Es war daher eine weitere Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, um 
eine Beziehung zwischen der Dosis der Verbindung und dem zeitlichen Auftreten 
der Apoptose zu bestimmen und eine quantitative Bestimmung zu ermoglichen. 
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ErfindungsgemaB wird hierzu eine Methods bereitgestellt. die durch Bestimmung 
des aktiven Zellstoffwechsels den Erfolg der erfindungsgemafSen Behandlung 
iiberpruft. Hierzu warden solche Zellen, wie sie dann auch zur Behandlung 
vorgesehen sind, mit der fur die Behandlung eingesetzten Verbindung in vor- 
bestimmter Dosis behandelt und mit Licht der geeigneten Wellenlange bestrahlt. 
Danach wird uber einen Zeitraum quantitativ die Entstehung von Coenzym NADH 
bestimmt. Dies erfolgt bevorzugt mittels zeitaufgeloster Fluoreszenzmesstechnik. 
Durch Analyse des Zeitverlaufs der NADH-Konzentration kann dann festgestelit 
werden, welcher Anteil dessich bildenden NADH'sden Mitochondrien zuzurechnen 
ist und welcher dem ubrigen Zellraum zuzurechnen ist. Im nativen Zustand ist die 
Konzentration an NADH in den Mitochondrien grSfier. fallt aber durch selektive 
Einwirkung der photoaktiven Substanzen zeitlich schneller ab. Durch diese 
quantitative Bestimmung bietet sich daher ein Mittel, urn die Uberlebensdauer der 
erf indungsgemSB behandelten Zellen in einem Zeitrahmen einstellen zu konnen und 
die Wirkung des Praparates genauer einstellen zu konnen. Der Zeitverlauf der 
Apoptose hangt ab von Art und Menge der eingesetzten photodynamischen 
Verbindung und Art und Lange der Bestrahlung. Diese Parameter kdnnen unter 
Anwendung dergerade beschriebenen Methode so eingestellt werden. dasssiefiir 
den jeweiligen Fall optimal sind. Bevorzugt erfolgt die Untersuchung der NADH- 
Bildung in einem Zeitraum von 1 bis 100 Sekunden. Aus den erhaltenen Wertenfiir 
die Abnahme der NADH-Konzentration wird dann auf die Uberlebenswahrscheinlich- 
keit der Zellen geschlossen und aufgrund dieser Daten konnen dann die fur den 
jeweiligen Fall geeigneten Mittel und Konzentrationen ausgewShit werden. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform des Verfahrens wird nach Auswahl der 
jeweils geeigneten Verbindung und der Bedingungen anhand von Stichproben durch 
AnzCichten von Zellen iiberpruft, ob die Apoptose wie gewunscht eintritt. 

InWeiterfuhrung desErfindungsgedankens wird der Erfolg derphotochemisch indu- 
zierten Apopthose durch die Bestimmung des aktiven Zellstoffwechsels uberpruft. 
ErfindungsgemaB geschieht dies durch die quantitative Bestimmung des Koenzyms - 
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NADH mittels zeitaufgeloster Fluoreszenzmesstechnik. Nach erfolgter photochemi- 
scher Behandlung der Einzelzellen wird ja durch die intrazellulare Schadigung, die 
anschlieSend zur Apoptose fCihrt, der Zellmetabolismus derart geschadigt, dass 
durch eine quantitative Bestimmung des zeitlichen Umsatzes von NADH durch 
Analyse des Zeitveriaufs der NADH-Konzentration erfindungsgemaS zwischen der 
NADH-Konzentration in den Mitochondrien und im ubrigen Zellraum unterschieden 
werden kann. Diese Konzentration ist im nativen Zustand in den Mitochondrien 
groSer, wird aber hier durch die selektive Wirkung der photoaktiven Substanzen 
zeitlich schneller abfallen. 

ErfindungsgemaB wird dieser Prozess durch folgendes mathematisches Modell 
beschrieben: 

NADH{t) = A e^+Beii + C. 

Hierbei setzt sich der zeitliche Verlauf der NADH-Konzentration NADH(t) aus dem 
mitochondrialen Anteil A e^, dem restlichen NADH-Anteil in der Zelle B und 
einem relativ kleinen, zeitunabhangigen Offset C zusammen. Die 5 Parameter A, a, 
B, b und C werden wahrend der Applikation praktisch instantan mittels bekannter 
Methoden der nummerischen Optimierung bestimmt. Mit diesen Parametern kann 
damit ebenfalls instantan der zeitliche Verlauf der beiden NADH-Anteile separiert 
und bewertet werden. 

In Abbildung 1 sind auf der x-Achse 2 die Zeit und auf der y-Achse 1 die Konzen- 
tration des NADH aufgetragen. Derzeitaufgeloste Verlauf der Gesamtkonzentration 
des NADH 3 setzt sich additiv aus zwei Anteilen zusammen, die sich hauptsachlich 
durch stark unterschiedliche Abklingzeiten unterscheiden. Dabei handelt essich um 
den mitochondralen Anteil 4 und den Restanteil des NADH in der Zelle 5. Zum 
Zeitpunkt T 6 ist der mitochondrale Anteil des NADH 4 bereits soweit abgefallen, 
dass die Zelle irreversibel geschadigt wurde. Dieser Prozess kann in der Gesamt- 
konzentration 3 nicht erkannt und damit auch nicht beurteilt werden. Wird allerdings 
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der zeitliche Verlauf der N ADH-Konzentration in der beschriebenen Weise instantan 
nach seinen beiden Hauptkomponenten 4 und 5 aufgespalten, so kann aus der 
separaten Beurteilung dieser Komponenten eine Verfahrenskontrolle abgeleitet 
werden. 

Abbildung 2 verdeutlicht nochmals den erfindungsgemMSen Prozess zur biotechni- 
schen Herstellung einerTumor-Vakzine. Diedurch Entnahme aus Korperflussigkei- 
ten Oder Gewebe gewonnene Zellsuspension 1 wird in einer Zellkultur 2 angeziich- 
tet und dadurch vervielfacht. AnschlieSend werden die Zelien dieser Zellkultur in 
einem ReaktionsgefaB 4 mit einem Photosenslbilisator 3 versetzt und daran an- 
schlieSend in einem weiteren ReaktionsgefaU 6 einer erf indungsgemaBen Laserbe- 
strahlung 5 zur Induzierung einer photodynamischen Reaktion ausgesetzt. An- 
schlieSend befindet sich die so vorbehandelte Zellsuspension 7 in Apoptose. Zur 
Qualitatsicherung wird in einem weiteren ReaktionsgefSB 8 der NADH-Nachweis 
wie in Abbildung 1 eriautert durchgefuhrt. AnschlieBend werden durch einen 
Zellsorter nicht in Apoptose befindliche Zellen 9 aussortiert und durch eine sterile 
RQckfQhrung 1 0 in den Behandlungsreaktor 4 zurQckgef iihrt. Die nach dem Test im 
ReaktionsgefaU 8 in Apoptose befindlichen Zellen werden dann in einem Auf- 
fangbehalter 1 1 als Tumor-Vakzine gewonnen. Neben dem bevorzugten Aus- 
fuhrungsbeispiel ist jedoch auch jede weitere photochemische Substanz, die selektiv 
in Tumorzellen angereichert werden kann, mit nachfolgender Apoptose durch 
Bestrahlung im Spektralbereich zwischen 300 nm und 3 um erfindungsgemaB. 

EinweitererGegenstand derErfindung sind photodynamische Verbindungen, die in 
einem Spektralbereich von 300 nm bis 3 iim aktivierbar sind zur Behandlung von 
malignen Zellen ex vivo, um deren Apoptose zu induzieren. 

Es ist bekannt, photodynamische Verbindungen zu verwenden, um gezielt 
Oxidationen durchzufuhren unter Verwendung der bei Bestrahlung mit Licht 
entstehenden Sauerstoffradikale. Es wurde nun abererfindungsgemaB festgestellt. 
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dass es mit Hilfe von photodynamischen Verbindungen, die bei einer Wellenlange 
von 300 nm bis 3 jjm alctiviert werden konnen. moglich ist, ex vivo Zellen zu 
behandein, so dass diese zwardie Behandlung iiberleben, aber nach vorbestimmter 
Zeit absterben. Derartig behandelte Zellen sind besonders gut geeignet, immun- 
stimulierend zu wirken und dadurch die Behandlung der malignen Erkrankung zu 
fordern. Die beiden wichtigen Merkmale der photodynamischen Verbindung sind. 
dass sie in dem angegebenen Spektralbereich aktiviert wird. so dass Licht dieser 
Wellenlange verwendet werden kann, urn die Photoreaktion in Gang zu setzen. und 
dass die Verbindung geeignet ist, sich an Zellstrukturen anzulagern oder an diese 
zu binden und angereichert zu werden. Aile Verbindungen, die diese beiden 
Eigenschaften erfiillen, sind fOr die Erzeugung von Zellen mit vorbestimmter 
Apoptose geeignet. Die hierzu besonders geeigneten Verbindungen sind oben 
genauer dargesteltt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von photodynamischen 
Verbindungen, wie sie eben definiert wurden, zur Herstellung eines immun- 
stimulierenden Praparates zur Behandlung von malignen ZustSnden. insbesondere 
von Krebs. 

Das erfindungsgemSB hergestellte immunstimulierende Praparat kann in an sich 
bekannter Weise dem Patienten verabreicht werden, urn seine immunstimulierende 
Wirkung auszuiiben. In einer bevorzugten AusfQhrungsform wird das erhaltene 
Praparat dem Patienten einmal oder mehrmals, bevorzugt in einem geeigneten 
Trager. injiziert. Auch andere Verabreichungsmoglichkeiten, wie orale Gaben, sind 
moglich und kSnnen mit Routineverfahren, wie sie dem Fachmann auf diesem 
Gebiet bekannt sind, durchgefuhrt werden. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines immunstimuiierenden Praparates, bei dem 
man maligne Zellen mit einer photodynamischen Verbindung, die durch 
Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange im Spektralbereich von 300 nm bis 
300 /yni aktivierbar ist, versetzt und anschlieSend die erhaltene Mischung 
mit Licht einer Wellenlange im Spektralbereich zwischen 300 nm und 3 
bestrahlt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als maligne 
Zellen lebensfahige Tumorzellen aus soliden Tumoren oder Korperflussigkei- 
ten gewonnen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
als photodynamische Verbindung eine Verbindung eingesetzt wird, die 
ausgewahit ist aus Porphyrinen, Phthalocyaninen, Hamatoporphyrin, 
Benzoporphyrin, Chlorinen, Aminolavulinsaure und Derivaten der vorgenann- 
ten Verbindungen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als Derivate 
solche Verbindungen verwendet werden, die Substituenten aufweisen, die 
an Zellwande oder Zellstrukturen binden oder haften. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als photodynamische Verbindung Aminolavulinsaure, 
Hamatoporphyrin, Benzoporphyrin oder Photo-Chlorin verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die malignen Zellen aus Korperflussigkeiten durch einen 
Zellsorter isoliert werden. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die malignen Zellen durch Gewebebiopsie gewonnen werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Bestrahlung ein Laser verwendet wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Bestrahlung eine Hochintensitatsgasentladungslampe 
verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dassalsphotodynamische Verbindungen Verbindungen mit einem 
lipophilen Anteil verwendet werden. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet/dass die Zellen mit einer solchen Menge an photodynamischer 
Verbindung behandelt werden, dass nach Bestrahlung die Apoptose nach 
einem vorbestimmten Zeitraum eintritt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen mit 
einer solchen Menge an photodynamischer Verbindung behandelt werden, 
dass nach Bestrahlung die Apoptose nach spatestens 5, bevorzugt 
spatestens 3 Tagen eintritt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprCiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Bestimmung der Menge der photodynamischen Ver- 
bindung Zellen mit einer vorbestimmten Menge einer photodynamischen 
Verbindung in Kontakt gebracht und bestrahit werden und anschlieBend die 
Bildung von NADH uber einen Zeitraum verfolgt wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 1 3, dadurch gekennzeichnet, dass die quantitative 
Bestimmung von NADH mitzeitaufgeloster Fluoreszenzmesstechnik erfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die quantitative Bestimmung der NADH-Konzentration uber einen 
Zeitraum von 1 bis 100 Sekunden erfolgt. 

1 6. Photodynamische Verbindung, die in einem Spektralbereich von 300 nm bis 
3^m aktivierbar ist zur Behandlung von malignen Zellen ex vivo, urn deren 
Zelltod zu induzieren. 

17. Photodynamische Verbindung nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dass die Verbindung ausgewahit ist aus Porphyrinen, Phthalocyaninen, 
Hamatoporphyrin, Benzoporphyrin, Chlorinen, Aminolavulinsaure und 
Derivaten der vorgenannten Verbindungen. 

1 8. Verwendung von photodynamischen Verbindungen nach Anspruch 1 6 oder 
Anspruch 17 zur Herstellung eines immunstimulierenden Praparates zur 
Behandlung von malignen Zustanden, insbesondere Krebs. 
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Claims Nos.: L 2, 6-16, 18 (ail partly) 

Patent claims 1, 2. 6-16, 18 relate to compotmds that are characterized by their photodynamic 
properties in the 300 nm-300 um spectral region. However, said patent claims do not contain 
any strucmral or essential characteristics of said compounds. For this reason, the patent claims 
comprise all compounds having said property, whereas the patent application only supports a 
limited number of said compounds through the description in accordance with PCX Article 5. 
In the present case, the patent claims lack the necessary suppon or the patent application lacks 
the necessary disclosure to such an extent that a meaningful search covering the entire scope 
of protection being sought for appears to be impossible. Notwithstanding, the patent claims 
also lack the necessarv clarity defined in PCT Article 6, whereby it is sought to define the 
compound by means of the desired result. Said lack of clarity is such that a meaningful search 
covering the entire scope of protection being sought for appears to be impossible For this 
reason, the search was directed towards those parts of the patent claims that appeared to be 
clear, supported or disclosed as previously defined, namely those parts referring to the 
compounds described in the description in page 5, lines 1-13 and in patent claims 3-5 and 17. 

The applicant's attention is drawn to the fact that patent claims, or parts of patent claims, 
relating to inventions in respect of which no international search report has been established 
need not be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). The 
applicant is advised that the EPO policy when acting as an Intemational Preliminary 
Examining Authority is normally not to carry out a preliminary examination on matter which 
has not been searched. This is the case irrespective whether or not the patent claims are 
amended foUowing receipt of the Intemational Search Report (PCT Art. 19) or whether or not 
the applicant files new patent claims during any PCT Chapter II procedure. 
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•Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend belrachtet 
werelen, wenn die Veroffentlichung mil einer Oder nwhreren arideren 
Veroffentlichungen dieser Kaiegorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
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Anspruche 1-9 

BEUTHAN J ET AL: "OBSERVATIONS OF THE 
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AMERICA, WASHINGTON, 
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Fortsetzung von Feld 1.2 

AnsprQche Nr.: 1,2,6-16,18 (alle teilweise) 



Die geltenden Patentanspruche 1,2,6-16 und 18 beziehen sich auf 
Verbindungen, charakterisiert durch ihre photodynami sche Eigenschaft 1m 
Spektralbereich von 300 nm - 300 urn. Diese Patentanspruche enthalten 
jedoch ke1ne strukturel len Oder essentiellen Charakteri stika dieser 
Verbindungen . 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Verbindungen die diese 
Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patent anmel dung Stutze durch die 
Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl solcher 
Verbindungen liefert. Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen 
die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung 
in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmogllch erschelnt. Desungeachtet fehlt den 
Patentanspruchen auch die In Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem 1n 
ihnen versucht wird, die Verbindung fiber das jeweils erstrebte Ergebnis 
zu definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmogllch 
macht. Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche 
gerichtet, welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt Oder offenbart 
erscheinen, namlich die Telle betreffend die Verbindungen beschrieben in 
der Beschreibung auf Seite 5 ZZ 1-13 und In den Patentanspruchen 3-5 und 
17. 

Der Anmel der wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erflndungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwelse nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
Internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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